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ABSTRAKT (CZECH

Uvod: Vyzkum pouziti imunosuprese v kardiovaskularni chirurgii a intervenéni
kardiologii je v sou€asnosti zaméfen na 3 velké oblasti: 1) ovlivnéni intimalni
hyperplazie koronarnich i perifernich Zilnich bypasu, 2) ovlivnéni rejekce cévnich
allograftli, 3) ovlivnéni intimalni hyperplazie koronarnich tepen po jejich
perkutanni plastice. Jednim z modernich imunosupresivnich pfipravkd vhodnym
k pouziti v téchto indikacich je takrolimus - FK506. Pfi pouziti v experimentu
inhiboval FK506 reakci tepennych allo$tépu i rozvoj intimalni hyperplazie po
perkutanni plastice koronarnich tepen.

Cil prace: Oveérit ucinky imunosuprese pomoci FK506 na prubéh arterializace
syngennich a allogennich zZilnich §tépu u potkanu.

Material a metody: Samce potkanu kmene Lewis (LEW) (n = 46) jsme pouzili
jako pfijemce Zzilnich stépu. Darcem allogennich $tépu byli potkani kmene Brown-
Norway (BN) (n = 13) a syngennich $tépu potkani kmen Lewis (LEW) (n = 10).
Prijemce jsme rozdélili do Sesti skupin. Ve skupiné A, E a F byla zvifata po
syngenni (LEW do LEW) a ve skupiné B, C a D po allogenni (BN do LEW)
transplantaci. Zvifata ve skupiné C a F dostavala denné 0.02 mg a zvifata ve
skupiné D a F 0.01 mg FK506 na 100 g vahy. Skupina A a B byla bez
imunosuprese. TFicaty pooperacni den jsme srovnavali histologické nalezy mezi
skupinami.

Vysledky: Rozdil koncentrace FK506 30. pooperacni den mezi zviraty s vySSi a
nizsi davkou byl signifikantni (p < 0.001) v allogennim (skupina C a D) i
syngennim (skupina E a F) experimentu. Po syngenni transplantaci jsme
pozorovali proces arterializace zilni stény (adaptace na tlakové podminky

v tepenném fecisti) u vSech zvifat (skupina A, E a F). Pouziti FK506 mélo v tomto
procesu inhibi¢ni vliv na rozvoj intimalni hyperplazie. Tato inhibice byla zavisla na
davce imunosuprese (Sifka tunica intima ve skupiné A 12.7 £ 7.0 ym, ve skupiné
E 7.0 £ 3.0 um a ve skupiné F 5.0 £ 1.0 um). U allogennich zvifat bez
imunosuprese (skupina B) jsme 30.den po transplantaci pozorovali rejekci zilni
stény s destrukci a desorganizaci intimalni vrstvy bez rozvoje intimalni
proliferace. Pouziti FK506 v obou davkach mélo inhibi¢ni vliv na rozvoj rejekce
allogenni zilni stény a umoznilo proces jeji arterializace. Mezi skupinami C a D
jsme nezaznamenali statisticky vyznamné rozdily v tloustce intimalni vrstvy ani v
stupni infiltrace Zilni stény CD4+, CD8+ a Lewis MHC tfidy Il pozitivnimi burikami.

Zaveér: U autolognich zilnich $tépl vedlo podavani FK506 k inhibici rozvoje
intimalni hyperplazie. Tento inhibicni u€inek FK506 byl zavisly na davce.

U allogennich Zilnich §tépua potlacilo podavani FK506 jejich rejekci. Tato inhibice
umoznila proces Zilni pfestavby a arterializaci Zilni stény. K supresi rejekce byla
dostacuijici i poloviéni davka FK506 nutna k inhibici rejekce tepennych allostép
na stejném zvifecim modelu.

Kli¢ova slova: zilni allograft - imunosuprese - transplantace - FK506 -
intimalni hyperplazie
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ABSTRACT (ENGLISH

Background: The investigation of the immunosuppression usage in
cardiovascular surgery and interventional cardiology is, at present, concentrated
on three main topics: 1) influence on intimal hyperplasia of coronary and
peripheral vascular reconstructions 2) influence on rejection of allogeneic vascular
grafts and 3) influence on intimal hyperplasia of coronary arteries after
endovascular interventions. Modern immunosuppressive drug FK506
(Tacrolimus) could have a positive effect for these indications. In experimental
study, FK506 inhibited rejection of arterial allografts and also inhibited intimal
hyperplasia in percutaneous coronary interventions.

Aims: The purpose of this study was to evaluate the effect of systemic tacrolimus
treatment on the process of arterialisation of allogeneic and syngeneic venous
grafts in a rat vein-to-artery implantation model.

Material and Methods: Lewis (LEW) rats were used as recipients of syngeneic
(Lewis) or allogeneic (Brown-Norway; BN) iliolumbar veins which were implanted
into abdominal aorta. Recipients were divided into six groups. In groups A, E and
F were animals after syngeneic (LEW to LEW) and in groups B, C and D were
animals after allogeneic (BN to LEW) transplantations. Animals in the groups C
and F had daily intramuscular injections of tacrolimus of 0.2 mg/kg and animals in
groups D and F 0.1 mg/kg, respectively. The groups A and B had no treatment.
Light microscope evaluations of arterialised vein grafts were performed 30 days
after operation.

Results: The blood level of FK506 30 days after transplantation was statistically
different between the allogeneic groups C and D and between syngeneic groups
E and F (p < 0.001). In syngeneic groups (A, E, F) we observed venous graft
arterialisation in all animals. The use of FK506 led to inhibition of intimal
hyperplasia in these animals. Moreover, this inhibition was dose dependent
(thickness of intimal layer: group A 12.7 £ 7.0 ym, group E 7.0 £ 3.0 um and
group F 5.0 £ 1.0 um). The process of venous graft arterialisation was also
present in the allogeneic group D with a minimal dose as well as in group C with
low dose of FK506. But we observed no difference in thickness of the intimal layer
between these groups (group C 15.0 £ 8.4 um, group D 15.1 £ 6.1 ym). In
contrast, the allogeneic group B without immunosuppression showed no
histological signs of arterialisation with destruction of intimal layer without signs of
proliferation.

Conclusion: Treatment with FK506 showed a dose dependent inhibition of
neointimal hyperplasia in arterialised syngeneic vein grafts in rats.

In allogeneic vein grafts, FK506 was sufficient even at a minimal dose (half-dose
compared to that use in arterial transplantation model) to inhibit acute rejection
and facilitated their arterialisation 30 days after transplantation.

Key words: venous allograft - immunosuppression - transplantation- FK506
- intimal hyperplasia
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Pouziti imunosuprese v kardiovaskularni chirurgii a intervenéni kardiologii

Vyzkum pouZiti imunosuprese v kardiovaskularni chirurgii a intervencni kardiologii
je v souCasnosti zaméren na 3 velké oblasti: 1) ovlivnéni intimalni hyperplazie
koronarnich i perifernich Zilnich bypas, 2) ovlivnéni rejekce cévnich allograftu, 3)
ovlivnéni intimalni hyperplazie koronarnich tepen po jejich perkutanni plastice *>.
Z dostupnych imunosupresivnich pfFipravku se v téchto oblastech nejcastgji
pouzivaji: cyklosporin A (CyA), sirolimus a nové i takrolimus (FK506) *°.

Intimalni hyperplazie zilnich autostépu

v v v

Pro pacienty trpici t€z8imi stupni ischemické choroby dolnich koncetin a
vyzadujici cévni rekonstrukci je materialem volby vlastni véna saphena

magna '>*. Implantace Zilniho §t&pu do tepenného Fegisté vede ke zménam v
zZilni sténé a k jeji adaptaci na nové biomechanické podminky - arterializaci zilniho
$t&pu 2. Arterializace je spojena s charakteristickymi zmé&nami v proliferaci,
migraci a apoptdze bunék cévni stény a v produkci extracelularni matrix 3. Tato
adaptace vede k typickym anatomickym zménam Zilni stény: intimalni hyperplazii,
ztlusténi medialni vrstvy s dobfe organizovanymi vrstvami hladkych svalovych
bunék a neovaskularizaci adventicialni vrstvy 21412,

U autolognich Zilnich $tépu je ale nadmérna intimalni hyperplazie s naslednou
progresi aterogeneze &astou pFicinou jejich pozdnich uzavérd . Rozsah intimalni
hyperplazie je umérny poSkozeni endotelové vrstvy zpusobené zejména
chirurgickou manipulaci, ischémii a také chronickou fyzickou traumatizaci zilni
stény v tepenném fegisti 14172,

Tyto nové poznatky vedly k vyvoji novych terapeutickych metod zaméfenych na
jeji potlaceni. V klinické praxi se to projevilo zejména zavedenim stentd
potaZenych léky (sirolimus, paklitaxel) pouzivanych v Ié€bé koronarnich

sten6z %2, U léky uvolfiujicich stentt se prokazal niz$i podet restenoz i
zavaznych srdeénich ptihod 24226,

Rejekce zilnich allostépu

Mnoho pacientt s t&ézkymi stupni ischemické choroby dolnich kon&etin a
nemoznosti pouZziti cévni protézy pro vysoke riziko infekce nebo omezeny vytok v
periferii je kontraindikovanych k cévni rekonstrukci z ddvodu nepfitomnosti
vhodné vlastni véna saphena magna ?’. U vét8iny téchto pacientt je nasledné
provedena vysoka amputace postizené koncetiny.

V posledni dobé se objevuje mnozstvi literarnich udaji hodnoticich vysledky
cévnich rekonstrukci pomoci allogennich Zilnich i tepennych §tépt 2”. Jejich
nevyhodou je ale rejekce, ktera vede v kone¢ném dusledku k uzavéru
rekonstrukce.

Z poslednich poznatkl vyplyva, Ze Zilni sténa allogennich Stépu vyvolava v téle
pFijemce bunéénou i humoralni imunitni reakci 22*°. Vysledkem je ztrata normaini
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struktury zilni stény, ktera se klinicky projevi jako tromboza a uzavér nebo jako
dilatace a ruptura $tépu 3. Mezi hlavni komponenty cévni stény vyvolavajici
imunitni odpoveéd pfijemce patfi vzhledem ke svému obsahu MHC antigenu
endotelova vrsta v luminu cévy, endotel ve vasa vasorum a svalové buriky 3.
Studie na potkanech, psech a prasatech jasné prokazaly, Ze Zilni allografty jsou
antigenni stejné jako jiné allogenni tkané %3¢,

Vysledky cévnich allovendznich rekonstrukci se pohybuji v Sirokém spektru
jednoroéni priichodnosti (10-70 %) ©. Dlouhodobou priichodnost rekonstrukce
ovliviiuje ve znacné mife rejekce Stépu. Pouziti imunosuprese u pfijemcul ale neni
ve svété bézné. Také neni stanoven definovany imunosupresivni protokol.

Pouziti imunosuprese v kardiologii a kardiovaskularni chirurgii

Cyklosporin A (CyA) je nejCastéjSim imunosupresivem pouzivanym po cévnich
transplantacich v klinické praxi ®. Nevyhodou CyA po transplantaci cévnich
allostépu je kromé jiného i indukce produkce TGF-beta (transforming growth
factor) a tim zvy$eni fibrinogeneze *°. FK506 inhibuje dasnou fazi aktivace T
lymfocyt(l zavislou na interleukinu-2 a také inhibuje produkci TGF-beta *. v
klinice se pouziva v kombinaci s jinymi imunosupresivy pfi potlaceni imunitni
reakce, zejména po transplantaci ledvin a jater *’.

FK506 (genericky nazev: tacrolimus) patfi mezi moderni imunosupresivni
pripravky. | kdyZz ma odliSnou chemickou strukturu nez cyklosporin A, patfi spolu s
nim do skupiny kalcineurinovych inhibitort *. V dostupné literatufe mimo
vysledku publikovanych nasim pracovistém jsme se nesetkali s pouzitim FK506
po cévnich transplantacich *.

FK506 je ve srovnani se sirolimem méné ucinny pfi potlacovani proliferace a
migrace hladkych svalovych bunék cévni stény a ma také nizsi antiproliferativni
uginek na endotelialni buriky “®*'. V/ prase¢im modelu byla mira reendotelizace
koronarnich tepen podobna mezi stenty uvolfujicimi takrolimus a prostymi
kovovymi stenty **. Je pravdépodobné, Ze pravé tyto vlastnosti FK506 povedou
k jeho vyuZiti v dal$i generaci lékem potaZenych stentd >,

V experimentu byl FK506 Uspe$né pouzit také po transplantaci aortalnich $t&pt ’.
V nasi vlastni experimentalni praci jsme dokonce prokazali imunosupresivni
ucinky FK506 po transplantaci bfisni aorty u potkanu i pfi jeho oddalené

aplikaci **. Hladina FK506 se v nasem experimentu pohybovala kolem 5 ng/ml pfi
denni davce 0.02 mg na 100 g hmotnosti zvifete.

Podavani imunosuprese je u kazdého pacienta limitovano jejimi nezadoucimi
ucinky. Proto je nutné pouzivat co nejnizsi, ale jesté efektivni davku. K ovéfeni
této davky u jednotlivych imunosupresiv slouzi i zvifeci modely. V nasi praci jsme
se proto zaméfili na studium vlivu takrolimu (FK506) na intimalni hyperplazii
zilnich autograftd a rejekci zZilnich allograftd na potkanim modelu.
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2 HYPOTEZY A CILE PRACE

Hypotéza 1

Pfedpokladame, Ze model interpozice iliolumbalnich Zil do bfiSni aorty potkanu
bude technicky zvladnutelny a umozni sledovani zmén ve sténé Zilnich stépu
v syngennich i allogennich podminkach.

Hypotéza 2

Predpokladame, Ze imunosuprese pomoci FK506 povede k potlaeni rozvoje
intimalni hyperplazie arterializovanych autolognich Zilnich §tépu u potkana.

Hypotéza 3

Predpokladame, Zze imunosuprese pomoci FK506 povede k potlaceni rejekce
transplantovanych Zilnich allo$tépu u potkana a umozni jejich adaptaci na
podminky tepenného fecisté.

Hypotéza 4

Predpokladame, Ze antigenicita zilnich allo$tépu je ve srovnani s tepennymi
allostépy nizsi a k potlaceni jejich rejekce bude dostatecna i polovi¢ni davka
imunosuprese ucinné po transplantaci aorty.

Cil prace 1

Vytvofit a otestovat model interpozice iliolumbalnich Zil do bfiSni aorty potkanu.

Cil prace 2

Po interpozici autolognich iliolumbalnich zil do bfiSni aorty potkana pouzit
systémové podavanou imunosupresi FK506 a vyhodnotit v histologickych
nalezech po 30 dnech od implantace jeji vliv na intimalni hyperplazii téchto
autolognich stépu.

Cil prace 3

Po interpozici allogennich iliolumbalnich zil do bfiSni aorty potkana pouzit
systémové podavanou imunosupresi FK506 a vyhodnotit v histologickych
nalezech po 30 dnech od transplantace jeji vliv na rejekéni zmény a prubéh
arterializace téchto allostépa.

Cil prace 4

Po interpozici allogenich iliolumbalnich zil do bfiSni aorty potkana pouzit
systémové podavanou imunosupresi FK506 v poloviéni davce pouzité po
allotransplantaci tepen a vyhodnotit v histologickych nalezech po 30 dnech od
allotransplantace jeji vliv na rejekéni zmény a prubéh arterializace téchto
allostépu.
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3 MATERIAL A METODY|

3.1 Zvirata

V experimentu jsme pouzili celkem 91 samcu potkanu riznych kmenu (Wistar n =
22, Lewis n = 56, Brown-Norway n = 13). K zavedeni modelu a chirurgické
techniky interpozice iliolumbalnich Zil do abdominalni aorty u potkana jsme pouzili
jako darce i pfijemce Zilnich §tépl 22 potkant kmene Wistar.

K cildm prace 2, 3 a 4 jsme jako pfijemce syngennich nebo allogennich Zilnich
Stépu pouzili potkany kmene Lewis. Jako darce syngennich Zilnich $tépa jsme
pouzili potkany kmene Lewis a jako darce allogennich Zilnich $tépl jsme pouzili
samce potkany kmene Brown-Norway.

3.2 Operacni postup

Darcum Zilnich $tépu jsme v celkové anestézie odebrali dva 1-1.5 cm dlouhé
segmenty iliolumbalnich Zil. Stépy byly uloZeny ve fyziologickém roztoku pi
pokojové teploté do doby transplantace. Pfijemcim jsme v celkové anestézii
transplantovali zilni Stépy ortotopicky do subrenalniho useku bfisni aorty.

3.3 Skupiny zvirat

Celkové jsme v ramci experimentu vytvofili 7 skupin zvifat oznacenych velkymi
pismeny (A, B, C, D, E, F a T). Podrobné charakteristiky skupiny A az F uvadime
v tabulce 1.

Skupina T byla slozena z potkant kmene Wistar a slouzila pouze k nacviku
operacni techniky a v tabulkach ji dal neuvadime.

Skupina A byla slozena z potkanu po syngenni (LEW do LEW) a skupina B po
allogenni (BN do LEW) transplantaci bez podavani imunosuprese.

Zvifata ve skupiné C a skupiné D byla po allogenni transplantaci (BN do LEW)
S podavanim imunosuprese.

Zvifata ve skupiné E a F byla po syngenni (LEW do LEW) transplantaci.

3.4 Protokol imunosuprese

FK506 jsme aplikovali intramuskularné v jedné denni davce 0.02 mg na 100 g
hmotnosti zvifete ve skupiné C a F a 0.01 mg na 100 g hmotnosti zvifete ve
skupiné D a E.
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Tabulka 1. Zakladni idaje experimentalnich skupin a operacniho zakroku.

LEW — potkan Lewis

BN — potkan Brown-Norway

" ** Rozdil mezi obéma skupinama s imunosupresi byl statisticky signifikantni(p=0,001)

Doba . . . Hladina
. o Pozet | | studene | operagni | AOTEN | Vaha | vaha FK50B
Skupinal Charakteristika Imunasuprese e Ui N . ) svorka den( den 30
Tvifat ischemie Zas (min) (min) @ (@ 30 den
(rriin) J Y (ng/ml)
LEW - LEWY MNe a8 2 215+138 13018 79+8 22321 | 295+17 MNe
BN - LEW MNe 10 1 199+85 11513 B6+10 317+18 | 366+25 MNe
FKa0a
BN - LEW 8 1 190+85 10014 754 275420 | 305+16 | 5.57+0.96°
0,02mgf100g
FKa0a
BN - LEW a8 2 192476 96+6 B6+6 314415 | 334448 | 3200 B6*
0,01mgf100g
FrA0G -
LEW - LEWY B 0 190+85 907 B0+6 320440 | 360+24 | 3.50+0.59
0,01mgf100g
FKa0a
LEW - LEWY B 1 180+80 95+12 B2+7 330+30 | 36018 | 6.10+0.90%
0,02mgf100g

4 EXPERIMENT 1

4.1 Material a metody

Skupina zvifat T byla slozena z potkant kmene Wistar a slouzila pouze k nacviku
operacni techniky a vypracovani a zavedeni modelu interpozice iliolumbalnich Zil
u potkana.

4.2 Vysledky

K nacviku jsme pouzili 22 potkant kmene Wistar. V pribéhu experimentu uhynulo
12 potkanu (55 %) nejCastéji v dusledku krvaceni z anastomézy. U 10 potkand
jsme provedli uspésnou interpozici iliolumbalni Zily do abdominalni aorty s
dlouhodobym pfezitim zvifete a prichodnou anastomézou.

4.3 Diskuze

V literatufe je popsano nékolik experimentalnich modell zilni arterializace na
malych zvifatech . Experimenty na potkanech jsou ve srovnani s vét§imi zvitaty
naklady. Operace jsou ale technicky naro¢né vzhledem k malym rozmeérim
anatomickych struktur. Pouziti operaéniho mikroskopu a nacvik
mikrochirurgickych technik je tudiz nutnosti.
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Vzhledem k naSim pfedeslym zkuSenostem s implantaci bfiSni aorty do bfisni
aorty potkana jsme se rozhodli v ramci experimentu s arterializaci venéznich
Stépu v nasi laboratofi zavést a otestovat model transplantace iliolumbalni Zily do
aorty potkana **. Tento model umoZfiuje jednak pouziti 2 iliolumbalnich Zil

z jednoho darcovskeého zvifete a jednak je anastomdza na bfisni aorté ve
srovnani s femoralni nebo karotickou artérii technicky lépe proveditelna.

5 EXPERIMENT 2

5.1 Material a metody

K ovérfeni hypotézy 2 jsme porovnali nalezy syngenni skupiny A bez
imunosuprese se syngenni skupinou E s niZsi a syngenni skupinou F s vysSi
davkou FK506. Podrobné charakteristiky skupin uvadi tabulka 1.

5.2 Vysledky

Koncentrace FK506 méfena 30. pooperacni den byla ve skupiné E 3.50 £ 0.59
ng/ml a ve skupiné F 6.10 + 0.90 ng/ml (p = 0.001).

Lumen zilnich §tépu bylo ve vSech skupinach pokryto endotelialnimi burikami. V
tunica intima doSlo ve vSech skupinach k hyperplazii subendotelialni neointimalni
vrstvy. Ve skupinach E a F Ié€enych FK506 jsme zaznamenali ihnibici intimalni
hyperplazie ve srovnani se skupinou A (p < 0.01). Sife intimalni vrstvy $t&pl s
vy$Si davkou FK506 byla ve srovnani s zilnimi §tépy s nizSi davkou FK506
statisticky nizsi (p < 0.05) (5.0 £ 1.0 ym versus 7.0 £ 3.0 um).

Histologicky obraz v tunica media i adventitia byl shodny ve vSech skupinach.

5.3 Diskuze

U syngennich §tépl doslo ve vSech skupinach 30. pooperacni den k arterializaci
zilni stény s proliferaci intimalni vrstvy a hladkych svalovych bunék v medialni
vrstvé. Podavani FK506 ale vedlo k signifikantnimu potlaeni rozsahu intimalni
hyperplazie ve srovnani se §tépy bez imunosuprese. Tento inhibi¢ni ucinek
FK506 byl zavisly na jeho denni davce.

Ve shodé s nasi praci byla inhibice intimalni hyperplazie po pouZiti FK506
pozorovana i na koronarnim prase¢im modelu. Hamada a spol. prokazali 4 tydny
po implantaci stentd uvolfujicich FK506 do koronarni tepny vyrazné nizsi
neointimalni formaci ve srovnani s prostymi metalickymi stenty 2.

Pfedchozi experimenty na bunéénych kulturach prokazaly také antiproliferativni
uginek FK506 na hladké svalové buriky cévni stény **2. VV nasem experimentu
jsme ve skupiné s vyssi davkou FK506 pozorovali tendenci ke ztenCeni medialni
vrstvy ve srovnani se skupinou bez imunosuprese. Toto ztenCeni medialni vrstvy
ale nebylo statisticky signifikantni.
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Nase studie potvrdila inhibi¢ni u€inek FK506 na tvorbu intimalni hyperplazie u
autolognich Zilnich §tépU po jejich implantaci do tepenného fecisté. V pFipadé
vytvoreni vektoru k lokalni aplikaci mize FK506 predstavovat ucinny Iék v terapii
intimalni hyperplazie v kardiovaskularni chirurgii.

6 EXPERIMENT 3
6.1 Material a metody

K ovéfeni hypotézy 3 jsme srovnavali nalezy syngenni skupiny A bez
imunosuprese s allogenni skupinou B bez imunosuprese a allogenni skupinou C s
imunosupresi pomoci FK506 v denni davce 0.02 mg/100 g hmotnosti zvifete.

6.2 Vysledky

Ve skupiné C byla primérna hodnota koncentrace FK506 5.57 £ 0.96 ng/ml.

Lumen zilnich §tépu bylo ve vSech skupinach pokryto endotelialnimi burikami. U
allogenni imunosuprimované skupiny C doSlo stejné jako ve skupiné A k
hyperplazii subendotelialni neointimalni vrstvy. U allogennich zvifat bez
imunosuprese (skupina B) do$lo k destrukci a desorganizaci intimalni vrstvy. Sife
intimalni vrstvy byla v této skupiné statisticky nizSi ve srovnani s obéma
predeslymi skupinami (p < 0.01).

V tunica media allogenni skupiny s imunosupresi (skupina C) stejné jako u
syngenni skupiny A byl 30. pooperacni den pfitomen obraz adaptace zZilni stény
na tlakové podminky v tepenném fecisti s novotvorbou vicecCetné svalove vrstvy.
Zcela minimalné byly pfitomny CD4+, CD8+ a Lewis MHC tfidy Il pozitivni bunky.

Na druhé strané u allogenni skupiny bez imunosuprese (skupina B) nedoslo k
vytvoreni svalovych vrstev a medie byla infiltrovana véemi typy sledovanych
imunokompetentnich bunék.

Stupen infiltrace tunica adventitia bufikami CD8+ a Lewis MHC tfidy Il pozitivnimi
burikami byl bez signifikantniho rozdilu mezi skupinou A a C. Infiltrace burikami
CD4+ byla u imunosuprimované skupiny C dokonce nizSi nez u skupiny A.

V adventicialni vrstvé allogennich $tépu bez imunosuprese (skupina B) jsme
pozorovali statisticky vysSi (p < 0.001) infiltraci CD4+, CD8+ i Lewis MHC tfidy Il
pozitivnimi buikami.

6.3 Diskuze

Vysledky této ¢asti naSi prace prokazaly arterializaci zilnich allostépu 30.
pooperacni den po zZilni transplantaci jen v podminkach imunosuprese. V
podminkach bez imunosuprese vedla rejekce k destrukci intimalni vrstvy a
desorganizaci struktury celé zilni stény.
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U allogennich Zil malého kalibru vede destrukce jejich stény k tromboze a
uzavéru **. Na psim modelu pfi interpozici dolni duté Zily do abdominalni aorty
ved| proces rejekce k aneurysmatické dilataci transplantované Zily v obdobi 30
denniho sledovani *°. V nasem modelu na potkanech jsme Zadnou tvorbu vyduti
Zilnich stépua ve skupiné bez imunosuprese 30 dnl po operaci nepozorovali.
Nicméné se domnivame, Ze by k tomu doSlo pfi prodlouzeni doby sledovani.

Od 70. let minulého stoleti byly zkoumany rizné imunosupresivni protokoly, které
by vedly k inhibici imunitni reakce pfFijemce a prodlouzeni priichodnosti Zilnich
allostépu 244", Metylprednisolon a azathioprin, a to ani v kombinaci s
prednisonem (v davce 5 mg/kg/den a 2.5 mg/kg/den), nebyly schopny inhibovat
imunitni reakci pfijemce a prodlouzit prichodnost alloétépt na psim modelu *+4%
0 Cyklosporin A byl poprvé pouzit na psim modelu allogenni transplantace
jugularni Zily do oblasti arteria carotis Bandlienem a spol. v roce 1983 °. V
monoterapii nebyl ani cyklosporin A, ani mykofenolat mofetil schopen zlepsit
prichodnost Zilnich allostépa.

Cyklosporin A mlze zpusobit poskozeni bunék endotelialni vrstvy a stimulovat
fibrozu cévni stény cestou zvysené produkce transformujiciho ristového faktoru
beta (transforming growth factor-beta) 2.

vvvvv

FK506 (takrolimus) je ve srovnani s cyklosporinem A ucinnéjsi imunosupresivum
a v klinické praxi se bézné pouziva po organovych transplantacich *’. V nagem
experimentu potlacil FK506 v davce prokazané ucinné u tepennych allostépu
infiltraci allogenni Zilni stény CD8+ a CD4+ burikami. Tento efekt ved| k inhibici
destrukce Zilni stény zprostfedkované T lymfocyty a umoznil jeji arterializaci
stejné jako v pfipadé syngennich zZilnich §tépU. Dale jsme u allogennich zil s
imunosupresi pozorovali proliferaci hladkych svalovych bunék v medialni vrstvé.
Zda se, Ze suprese pfijemcovskeé imunitni reakce v asném potransplantaénim
obdobi vede k zachovani allovendznich hladkych svalovych bunék darce.
Pfitomnost a nasledna proliferace téchto bunék vedla k zesileni a arterializaci
Zilni stény u vSech imunosuprimovanych zZilnich allostép. Pfi absenci
imunosuprese nebyly allogenni Zilni Stepy schopny vyvinou typické znamky
arterializace. Allogenni hladké svalové buriky darce byly zniCeny masivni infiltraci
imunokompetentnich bunék pfijemce a tim nemohlo dojit k jejich proliferaci a
adaptaci na nové biomechanické podminky tepenného systému.

7 EXPERIMENT 4
7.1 Material a metody
K ovéfeni hypotézy 4 jsme srovnavali nalezy mezi syngenni skupinou A bez

imunosuprese a allogenni imunosuprimovanou skupinou C a allogenni
imunosuprimovanou skupinou D s poloviéni davkou imunosuprese.

7.2 Vysledky

Rozdil primérné koncentrace FK506 mezi skupinou C (5.57 + 0.96 ng/ml) a
skupinou D (3.20 £ 0.65 ng/ml) byl statisticky vyznamny (p = 0.001).
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Lumen Zilnich §tépa bylo 30. pooperaéni den ve vSech skupinach pokryto
endotelialnimi bufikami. U allogenni imunosuprimované skupiny C a D doslo k
hyperplazii subendotelialni neointimalni vrstvy. Histologicky obraz byl stejny jako
u syngenni skupiny A. Mezi skupinami jsme nezaznamenali statisticky vyznamné
rozdily v tloustce intimalni vrstvy.

V tunica media byl ve vSech skupinach pfitomen obraz adaptace Zilni stény s
novotvorbou viceCetné svalové vrstvy 30. pooperacni den. Dale byly zcela
ojedinéle pfitomné CD4+, CD8+ a Lewis MHC tfidy Il pozitivni buriky.

V tunica adventitia byl stupen infiltrace CD8+ a Lewis MHC tfidy Il pozitivnimi
burikami bez signifikantniho rozdilu mezi skupinami. Infiltrace CD4+ burikami byla
u skupiny C a D dokonce nizSi nez u skupiny A.

7.3 Diskuze

V tomto experimentu jsme prokazali, ze rejekce zilnich allos$tépl byla potlagena i
polovi¢ni davkou FK506 se sérovou koncentraci 3.2 ng/ml. Tato davka byla jesté
dostatecna k potlaceni infiltrace Zilni stény CD8+ a CD4+ burikami a inhibici T-
burikami zprostfedkované destrukce Zilni stény. To vedlo k zachovani
allovenoznich hladkych svalovych bunék darce. Pfitomnost a nasledna proliferace
téchto bunék vedla k zesileni a arterializaci Zilnich allostépl. V podminkach bez
imunosuprese vedla rejekce k destrukci intimalni vrstvy a desorganizaci struktury
celé Zilni stény.

V dostupné literatufe jsme se mimo vysledkl publikovanych nasSim pracovistém
nesetkali s klinickym ani experimentalnim pouzitim FK506 po Zilni

transplantaci **°3. Optimalni davka FK506 po tepenné transplantaci u potkand
byla zkoumana Azumou a spol. ’. Zavérem jejich prace bylo, Ze denni davka 0.02
mg na 100 g zvifete je bezpe€na a zaroven jesté dostatecna k potlaceni akutni
rejekce tepen s tvorbou intimalni hyperplazie. Tato davka byla dostate¢na i k
prevenci chronickeé rejekce.
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8 ZAVERY DIZERTACNI PRACE|

Zaveér 1

Nase studie prokazala, Ze model interpozice iliolumbalnich zil do bfiSni aorty
potkanu je technicky zvladnutelny a vhodny ke sledovani zmén souvisejicich
s arterializaci zZilnich auto- i allo$tépu.

Zaver 2

Nase studie prokazala, Ze imunosuprese pomoci FK506 vedla k potlaceni rozvoje
intimalni hyperplazie arterializovanych Zilnich autolognich §tépu u potkana.

Zaveér 3

NaSe studie prokazala, ze imunosuprese pomoci FK506 v denni davce 0.02
mg/100 g vahy zvifete vedla k potlaeni rejekce transplantovanych zilnich
allostépu u potkana a umoznila jejich adaptaci na podminky tepenného fecisté.

Zaveér 4

Nase studie prokazala, zZe k potlaceni rejekce zilnich allostépu potkanu je
dostatecna i polovi¢ni denni davka (0.01 mg/100 g vahy zvifete) imunosuprese
ucinné po transplantaci tepen a i tato davka umoznila prabéh arterializace zilnich
allostépu.
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